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する事を目的として行った研究成果を、 3 つの章に分けて報告する。第 1 章
では、ヒラメ体色の左右差形成におけるレチノイン酸の機能と無眼側黒化の
発生機構を検討した。第 2 章では、レチノイン酸による脊椎骨異常の誘起機












と黄色素合成に関わる GTP cyclohydrolase 2 (gch2)をマーカーとした in 
situ hybridization (ISH)法で検出される )への分化は有眼側に限定され、有
眼側でのみ成体型色素胞が成熟することで体色の左右差が形成される (図 3)。
しかし色素胞の成熟が有眼側に制限される発生機序は不明である。  





で飼育すると無眼側皮膚が有眼側と同程度にまで黒化した (図 4)。  
色素芽細胞は、切片 ISH (SISH)法および定量 PCR(qPCR)法により検出した。
正常発生では、皮膚での gch2 発現は、変態クライマックスの H 期に左右差 (有
眼側 (左 )皮膚が無眼側 (右 )皮膚よりも高い )が発生し、その後、左右差は有眼
側の着色が始まる I 期さらに稚魚期まで維持された (図 5)。H 期仔魚を 500 nM 
レチノイン酸に浸漬すると、浸漬開始 24 時間後に既に無眼側に gch2 発現量
が誘導され、曝露後 21 日経っても高く維持されることが、 qPCR 解析により
示された (図 6)。SISH でも、同様に、浸漬開始 24 時間後に有眼側皮膚に gch2
陽性の色素芽細胞が出現することが観察された (図 7)。  
さらに in vitro の組織培養実験においても、 G および H 期仔魚の左右皮膚
片をレチノイン酸存在下で培養すると、無眼側皮膚にも gch2 陽性の色素芽細
胞が分化することが観察された (図 8)。  






維持されている可能性を考え、レチノイン酸分解酵素である cytochrome P450, 
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family 26, subfamily b, poplypeptide 1 (cyp26b1)の発現を左右皮膚で比
較した。解析の結果、変態クライマックスの G～ H 期でのみ cyp26b1 の発現が
無眼側皮膚で上昇し、発現に左右差が生じることが明らかになった (図 9)。





















めに、 G 期仔魚を 100 および 500 nM レチノイン酸に 3 日間暴露し、対照と併
せて 3 つの実験区における脊椎骨異常の発生率および平均体長を調べた (図
11)。 500 nM レチノイン酸曝露により、全個体で脊椎骨異常と短躯症が発生
することが分かった。したがって以下の実験では、 500 nM レチノイン酸に G
期仔魚を 3 日間暴露し、脊椎骨異常の進行過程を追跡した。  
浸漬した 3 日間、 G-H 期には、椎体の骨化が起こり、椎体と椎体間リガメ
ントによる脊椎骨の繰り返しパターンが確立される。この時期のレチノイン
酸暴露は、椎体間リガメント組織の退行変性を起こし、この部分にも骨化が
起こることで、椎体融合が発生することが明らかになった (図 12A-I、 13)。
その後、正常海水に戻しても、脊椎骨異常はさらに進行し、処理後 21 日目で
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は、椎体の幅が狭くなり、椎体融合も進行した (図 12M-V)。処理後 90 日では、
対照区では、脊索が椎体により分断され、分断された脊索は椎体間リガメン
トと協調して椎体間関節を形成し、成体型脊椎骨が完成した (図 14 左 )。一方、
レチノイン酸処理魚では、椎体の融合部で脊索が退行変性して椎体間関節が




により強度の脊椎骨融合と短躯症が発生することが示唆された (図 15)．  
 
 
第 3章  レチノイン酸曝露により発現変動する遺伝子のスクリーニング：次








変態 G 期のヒラメ仔魚 5 匹（対照区）、 500nM レチノイン酸に 24 時間暴露
した 5 匹（実験区）の全身から Total RNA を抽出し、HiSeq2000 を使って 100bp
の paired-end シーケンスにより塩基配列を解析し、二群間で発現量が変動し
た遺伝子をスクリーニングした。対照と比較して、レチノイン酸暴露により
発現量が 10 倍以上増加した遺伝子の中には、レチノイン酸分解酵素 cyp26a1





加、1/10 以下に減少した遺伝子の中には、それぞれ calcoco1、ivns1abpa の




































図 2. レチノイン酸の合成・分解経路および応答遺伝子の誘導機序  
 
図 3. これまでの研究で分かっている体色左右差形成の発生機序  
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 図 4. レチノイン酸で誘導される無眼側黒化の進行過程．G 期仔魚を 72 時間 
500nM レチノイン酸に暴露し、曝露直後、21 日後、90 日後に皮膚を観察した．
dpf; days post-fertilization. 矢じり：仔魚型色素胞．矢印：成体型色素胞． 
 
 
図 5. 正常発生における左右皮膚での gch2 発現の比較：変態期～稚魚期．上：
SISH．矢じり：gch2 陽性の色素芽細胞．下：qPCR． *は p<0.05 を示す。 
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 図 6. レチノイン酸による無眼側皮膚での gch2 発現誘導 (qPCR 解析 )．H 期仔
魚を 72 時間 500 nM レチノイン酸に暴露し、正常海水に戻した．曝露開始 24, 48, 
72 時間、および正常海水に戻して 21 日後に、左右皮膚における gch2 発現を解
析した．*は p<0.05 を示す． 
 
図 7. レチノイン酸による無眼側皮膚における gch2 発現誘導 (SISH 解析 )．G
期仔魚を 72 時間 500 nM レチノイン酸に暴露し、正常海水に戻した．曝露開始
24, 72 時間、21 日後に gch2 陽性細胞を観察．矢じり：gch2 陽性細胞．dpf; days 
post-fertilization. 
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 図 8. レチノイン酸による無眼側皮膚への gch2 発現誘導の in vitro 実験．G
および H 期ヒラメ仔魚の左右皮膚片を 500 nM レチノイン酸存在下で 3 日間培養
し、gch2 発現を可視化した．(A,C) gch2 ISH．(B, D) 1mm 2 当たりの gch2 陽性
色素芽細胞数． *は p<0.05 を示す． 
 
図 9. 左右皮膚間でのレチノイン酸分解酵素 cyp26b1 の発現比較(qPCR 解析)．  
*は p<0.05 を示す。 
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図 11.  100 および 500 nM レチノイン酸曝露による脊椎形成および全長におよ
ぼす影響．(A)暴露 21 日後、53 dpf 稚魚における脊椎骨異常の発生率．(B)平
均全長の比較．n = 30、*は p<0.05 を示す。(C-D) 53 dpf 稚魚． 
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 図 12. 500 mM レチノイン酸曝露で発生した脊椎骨異常．G 期仔魚(受精後 29 
dpf)を 500 nM レチノイン酸に 3 日間曝露し、直後の 32 dpf、21 日後の 53 dpf
に骨格を観察した．(A、D、F、M、O)仔魚の側面．(B、E、G、N、P)アルシアン
ブルー・アリザリンレッドの二重染色．(C、H、I、J、Q、T)脊椎骨の拡大． 
J の矢印は、神経弓の融合を示す．Q と T は、それぞれ N と P の四角の部分を拡
大である．I は、2 つの実験区の脊椎骨の写真を重ねたものである．(K、L、R、
U)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．L と U の点線の円は、椎体間リガメント組織の
損失を示す．(S、V)Von Kossa カルシウム染色.茶色は石灰化した骨を示す．dpf; 
days post-fertilization.ct: 椎体; ha: 血管弓; il: 椎体間リガメント; ilt: 
椎体間リガメント組織; na: 神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘; sc:脊髄． 
149
 図 13. レチノイン酸暴露による椎体間リガメント組織の退行変性と過剰骨化．
G-H 期の 3 日間、DMSO および 500 nM レチノイン酸に曝露直後に染色を行った．  
(A-D) Von Kossa カルシウム染色．(E-H)shh プローブを用いた SISH．(I-L) sparc
プローブを用いた SISH．点線の円は椎間リガメント組織の損失を示す．ct:椎体; 
ilt: 椎体間リガメント組織; no: 脊索; sc: 脊髄． 
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 図 14. レチノイン酸処理後 90 日後、121 dpf の脊椎骨および形成異常．(A、
B)魚の側面．(C、D)軟 X 線画像.(E、H) C と D に白四角で示した部位のアルシ
アンブルー・アリザリンレッドの二重染色．(F、I)脊椎骨矢状断面の H-E 染色．
F では、2 つの椎体と 1 つの椎体間関節を、それらの間の関係を明らかにするた
めに濃い赤と青で陰影付した．(G)脊椎骨断面の位相差顕微鏡写真． (J、K) F
に 四 角 で 示 し た 部 位 の 拡 大 ． (L) 椎 体 融 合 部 分 の 拡 大 ．  dpf; days 
post-fertilization.ct: 椎体; fct: 融合した椎体; ha: 血管弓; il: 椎体間
リガメント; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj: 椎体間関節; m: 骨基質; na: 
神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘． 
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 図 15. ヒラメにおける脊椎骨の発達と形態異常の進行．(A)椎体の骨化開始． 
(B, D, F) 脊椎骨正常発生．(C, E, G)レチノイン酸暴露後に起こる脊椎骨の発
生異常． ct: 椎体; ha: 血管弓; ilt: 椎体間リガメント組織; ivj:椎体間関
節; na: 神経弓; no: 脊索; nsh: 脊索鞘． 
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 表 1. レチノイン酸処理により発現量が 10 倍以上増加した遺伝子．数値は fpkm
を示す (fragments per kilobase of exon per million mapped fragments). 
 
 
表 2. レチノイン酸処理により発現量が 1/10倍以下に抑制された遺伝子数値は
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